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Bestimnung von Peptidmotiven auf MHC-MoleJriilen 

Beschreibung 

Die vorliegende Erf indnng betrif f t ein Verf ahren zur Bestim- 
ffiong von Peptidinotiven bzw. -cpitopen auf MoleWUen des Major 
BiBtocompatibility Complex (MHC) sowie die dadurch bestiimten 
Feptidmotive und ihre Verwendung lur Berstellung eines dia- 
gnostischen odcr therapeutiechen Mittels. 

Die cytotoxischen T-Lymphozyten (CM.) erJcennen antigene Pep- 
tidepitope in Verbindung mit MHC-lcodierten Molckaicn. Dieses 
PhSnomen wird als MHC-Restriktion bezeichnet (1-5). Die Kri- 
Btallographie von jnenschlichen MBC Xlasse I-Molekfilen, HIA-2 
und Aw68, ergab einen Spalt, der dorch die al- nnd o2-Donanen 
der schweren Ketten gebildet wird (3,6). Man niannt an, daS 
dieser Spalt die Bindestelle fiir antigene Peptidepitope ist, 
da beide Kristallc Strukturen von Peptidgr68e enthielten, die 
nicht Bit MHC-Seguenzen kompatibel waren und sich an dieoeni 
Spalt befanden (6). 

Bs wird angenommen, daB diese Peptide von intrazellulSren 
Proteinen stammen und an der Zelloberf ISche prHsentiert wer- 
den, um den cytotoxischen T-Lyinphozyten zu erlanben, die 
Zellen auf abnormale Bigenschaften zn testen. Bs warden be- 
reits MBC-assoziierte Peptide, die T-Zellepitope reprMsentie- 
ren, aus normalen oder virusinfizierten Zellen extrahiert 
(2,4,5,7,8). Auf cntsprechende Weise kSnnen aucb Antigene, 
die durch die MBC Klasse II restringierten T-2ellen er)caDnt 
verden, durch Icttnstliche Peptide nachgeahmt werden (9), und 
MBC-assoziierte antigene Peptide warden von MBC Rlasse II- 
Molekttlen eluiert (10). Aafgrund ihrer Position in der Mitte 
von trimolekularen Komplexen, die aus T-Zellrezeptor, Peptid 
und MBC-MolekQl bestehen (11), sind die T-Zellepitope ein 
zentraler Pankt des spezifischen Imminsystems und somit be- 
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steht: ein grofles Bediirfnis nach dem Verstandnis der G sctz- 
inaBigkelten ihres Auftretens sowie nach einem Bestlmmungsver- 
fahren (12-15). 

Die erfindungsgeBiafie Aufgabe wird gel5st durch ein Verfahren 
zur Bestlmmang von allelspezifischen Peptidinotiven auf Mole- 
kaien des Major Histoconqpatibility Complex (MHC) der Klassen 
I Oder II, welches dadurch gekennzeichnet ist, daB man 

(a) durch Aufschlufl von Zellen, die HBC-Molekaie enthalten, 
einen Zellextra)ct erzeugti^ 

(b) HHC-HoleJcttle nit den darauf befindlichen Feptidmischun- 
gen durch Immunprazipitation aus dem Zellextrakt ab- 
trennt, 

(c) die Peptidmischungen von MHC-Molekiilen und sonstigen 
Proteinbes'tandteilen abtrennt, 

(d) einzelne Peptide oder/und ein Gemisch davon seguenziert, 
und 

(e) aus den erhaltenen Infonnationen, insbesondere aus der 
Segnenzierung eines Gemisches, oder aus der Seguenzie- 
rung einer Reihe von Binzelpeptiden, das allelspezifi- 
sche PeptidiQotiv ableitet* 

Durch das erfindungsgemaBe Verfahren verden Peptidmotive 
bestijmnt, welche die GesetzmaQigkeiten beinhzJ^ten, nach denen 
MBC-Hole)dile Peptide auswahlen und prasentieren. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren kann BowohX mit MHC-Molekiilen 
der Klasse I als auch mit MHC-Mole)c&len der Klasse II durch- 
geftlhrt werden, vobei MBC-*Molektile der Klasse I bevorzugt 
Bind* Besonders bevorzugt sind H-2K^-, H-K^-, H-2D^- H-2K^ , 
H-2K»' Oder HIJl-A*0201 oder A*0205-MoleJcttle. 

# 

Bei der ImmunprSzipitation der MHC-MolekUle durch das erfin- 
dungsgemSfie Verfahren werden gSnstigerweise Antikorper ver- 
wendet, die filr die jeweils gewilnschten MHC-MolekQle spezi- 
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fisch sind. Zur erf indungsgemaBen Verwendung bevorzugte MHC- 
Klasse I-Molekiile schlieBen die Molekiile Al, A2, A3; A9, AlO^ 
All, A28, A29, Awl9, B5, B7 , B8, B12 bis B18, B21, B35 and 
B37 mit ein, sind jedoch nicht darauf beschrankt. Bevorzugte 
MHC-Klasse II-Molekule zur erf indungsgemaSen Verwendung 
schlieSen die Molekiile DRl, DR2, DR3, DR4, DR5, DRw6, DR7, 
Dwl, Dw2 und Dw3 mit ein, sind jedoch nicht darauf be- 
schrankt. Zur Bestimmung von H-2K*^- oder B-2Db -Molekiilen 
werden beispielsweise K'* -spezif ische Antikorper (25) oder D^- 
spezifische Antikorper (26) verwendet- Vorzugsweise verwendet 
man monoklonale Antikorper, es ist jedoch auch die Verwendung 
eines entsprechend gereinigten polyklonalen Antiserum^; mog- 
lich. Antikorper, die erf indungsgemaS verwendet werden kon- 
nen, konnen mittels dem Fachmann gut bekannten Standardtech- 
niken de novo hergestellt werden. Beispiele von Antikorpern, 
die in der Erfindung verwendet werden konnen, schlieBen alle 
Antikorper gegen HLA-Antigene , die in dem "Catalogue of Cell 
Lines and Hydridomas" des ATCC (American Type Culture 
Collection, 12301 Parklawn Drive, Rockville, MD 20852) er- 
wahnt sind, mit ein, ohne sich jedoch darauf zu beschranken. 
Bevorzugte Beispiele (in der ATCC-^Nomenklatur ) schlieBen 
HB82, 117, 166, 54, 122, 164, 95, 120, 116, 118, 94, 152, 
178, 56, 115, 157, 119, 59, 105, 165, 144, 180, 103, 110, 
109, 151 und 104 mit ein. Alle in dem Katalog erwahnten Anti- 
korper gegen Maus-H-2-Antigene konnen ebenso in der Erfindung 
verwendet werden. Besonders bevorzugt erfolgt die Immunprazi- 
pitation durch Festphasen-gebundene Antikorper* Festphasen- 
gebundene Antikorper las sen sich auf eine dem Fachmann be- 
kannte Weise herstellen, z-B. durch Kopplung des Antikorpers 
an Bromcyan-aktivierte Sepharose 4B (Pharmacia LKB) . Andere 
Beispiele von Festphasen, an die Antikorper zur erf indungsge- 
maSen Verwendung gehunden werden konnen, schlieBen Agarose, 
Cellulose, Sephadex, Protein-A-Sepharose und Protein-G-Sepha- 
rose mit ein, ohne sich darauf zu beschranken. Das bevorzugte 
Verfahren der Immunprazipitation stellt Adsorptions-chromato- 
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graphie laittelB Antikorper, die an aiis Cyanogenbromid-akti- 
vierter Sepharose 4B (siehe Beispiel 1) hergestellten 
Kiigelchen gekuppelt cind, dar. 

Die Abtrennung der zu bestunmenden Peptidmischungen von MBC- 
MoleMlen und sonstigen Proteinbestandteilen erfolgt gunstx- 
gerweise durch ein chromatographisches Verfahren, vorzugswex- 
se fiber Reversed Phase-HPLC. Dabei hat es aicb als giinstxg 
erwiesen, daB die Abtrennung in einem Trifiupressigsaure/HzO- 
Trifluoressigsaure/Acetonitril-Gradienten erfolgt. Andere 
Verfahren, die erfindungsgemaB zur Abtrennung von Peptxdmx- 
schungen von MHC-Molekfilen verwendet werden kSnnen, schlieflen 
lonenaustausch, Gelfiltration, Elektrofokussierung, High 
performance Capillar Blektropborese (HPCE) und Gelelektropho- 
rese mit ein, sind jedoch nicht darauf beschankt. Ein anderes 
Mittel zur Durchffihrung der Trennung stellt Ultrafiltration 
dar, wobei eine Membran »dt einer Penneabilitat von 3000 oder 
5000 Oder 10000 Da verwendet wird. Bevorzugt wird die Tren- 
nung mittcls HPLC durchgef tthrt . 

Bei der chromatographischen Auf trennung der Peptidgemische 
kann man in mnchen FSllen eine einzige Peptidspezies isolie- 
ren. Somit besteht Schritt (d) des erfindungsgemaBen Verfah- 
rens entweder in der Seqnenzierung eines Peptidgemisches . 
wodurch eine Konsensussequenz fiir die auf den jeweiligen MHC- 
Moiekiil befindlichen Peptidnotive bestiannt werden kann, 
oder/und in der Seqnenzierung eines definierten Peptids. 

Als Ausgangsjnaterial fiir die Bestimmung von Peptidaiotiven 
k6nnen nonnale Zellen, Tuiaorzellen, als auch durch Viren oder 
Bonstige Erreger infizierte JSellen sowie in vitro kultivierte 
Zellen des Menschen oder von Tieren verwendet werden. Monnale 
aellen,. die in der Brfindung verwendet werden kSnnen, 
BchlieBen frische Zellen, wie z.B. periphere Blutlynphozyten, 
Sellen der MilZr der Lunge, des Thymus oder Zellen von einem 
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anderen Gewebe^ das MHC-Molekfile exprimiert mit ein, sind 
jedoch nicht darauf beBchrankt. In der Brf indung verwendete 
Tumorzellinlen schlieSen die Tumorzellen EL4 und F815 mit 
eiD# sind jedoch ebenfalls nicht darauf beschrankt* Virusin- 
fizierte Zellen^^ die in der Erf indung verwendet werden 
konnen, schlieSen, ohne darauf beschrSnkt zu sein, JY-Zellen^ 
die durch den Epstein-Barr-Virus tranef oniierte snenschliche 
B-*2ellen sind,* ntit: ein. Die durch das erfindungsgemaBe Ver- 
fahren bestiinmten Peptidmotive entsprechen dem folgenden 
Grundprinzip: 

a) Sie veisen eine allelspezif ische Peptidlange von 8, 9, 
10 Oder 11 Aminosauren bei MHC-Klasse I*Holekulen sfowie 
von 8 bis 15 Aminosauren bei HHC-Klasse II Molekiilen 
auf , 

b) sie besitzen zwei Ankerpositionen (die Bezeicbnung "An- 
kerposition* wird verwendet, venn eine Position ein 
starkes Signal fiir einen einzigen Aminosaurerest zeigt 
oder wenn eine Position durch einige wenige Aminos aure- 
reste mit sehr nahe verwandten Seitenketten besetzt 
wird), wovon sich eine Ankerposition immer am C-termina- 
len Bnde befindet und haufig aliphatisch ist, und 

c) die Peptide verden natiirlicherveise auf MHC-Molekiilen 
von normalen, virusinfizierten, anderveitig infizierten 
Oder mit Genen transfij^ierten oder mit Antigen beladenen 
Zellen pr&sentiert. 

Die Bequehzierung der Selbstpeptidgemische aus den HBC-Klasse 
I-Molekaien H2K<* , H2K»> , H2D>» und BLA-A2 zeigt ein jeweils 
uhterscbiedliches allelspezifisches Peptidmotiv, das von 
jedem der Klasse I-Molek81e prgsentiert wird. Die von , D^ 
und A2 prSsentierten Peptide sind Nonamere, *wShrend die K*>- 
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pras ntierten Peptide Octamere sind, wobei di korrespondxe- 
tenden Peptidmotive zwei jmterpositionen enthalten, dxe durch 
einen einzlgen Aminosaurcrcst oder durch einen aus exner 
geringen Anzahl von AminosSureresten mit nahe vervandten 
Seitenketten besetzt sind. Diese Ankerpositionen befinden 
sich bei den unterschiedlichen Motiven nicht an derselben 
Stelle, sie konnen etwa an Position 5 und 9 (D^ ) oder 2 und B 

A2) Oder 5 und 8 (K" ) sein. Die C-terminalen Ankerreste 
aller Motive sind hydrophobe Aminosauren. Die nicht an Anker- 
positionen befindlichen Aminosaurereste kBnnen ziemlich va- 
riabel sein, einige jedoch werden vorzugsweise durch bestlimn- 
te ABdnosSuren besetzt, beispielsweise findet nan h^ufig Pro 
an Position 4 des K--Motivs, Tyr an Position 3 des K«»-Motivs 
und hydrophobe Reste herrschen an den Positionen 3 des D"- 
Motivs und 6 des A2 Motivs vor. FUr H-2L- war ein Ankerrest 
Prolin am Position 2. 

Die durch das erfindungsgemafle Verfahren gewonnenen Brgebnis- 
se entsprechen sehr gut der Struktur des kristallographisch 
gafundenen Spalts bei MHC-Klasse I-Molekfllen (3,6). Dnter- 
schiediiche MHC-Klasse I-Allele unterscheiden sich an diesem 
Spalt durch das Vorhandensein unterschiedlicher Taschen, was 
vennutlich darauf zurackzuffihren ist, daB die Taschen jeweils 
unterschiedliche Aminosauren aufnehmen k8nnen. Daher stellen 
die allelspezifischen Taschen in den MHC-Kristallen und die 
Seitenketten der allelspezifischen Ankerreste vermutUch 
kcanplenentSre Strukturen dar. 

Bin weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die 
Verwendung der crfindungsgeinSBen Peptidmotive bei einen Ver- 
fahren znr HersteUung eines diagnostischen oder therapeu- 
tischen Mittels. Bin mBgliches Anwendungsgebiet der Peptidno- 
tive ist der diagnostische Hachweiis von MHC-Molekulen. Da die 
MHC-MolekQle durch ihre individuelle spezifische Bindung von 
Peptiden charakterisiert sind, kann ein Bindungsnachweis fiber 
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Peptide einer Markiertingsgmppe erfolgen, wobei ale Markie- 
rungsgnippe beispielsweise eine Biotln- t>der eine Fluores- 
renzgruppe an das Peptid gekoppelt wird. Andere dem Fachmann 
beJcanute Marlcierungen Jcttnnen ebenso in der Brfindnng verwen- 
det werden. Diese Markierungen scblieBen, ohne sich darauf zu 
bescbranken, radioaktive Markierungen wie z.B. an Thyrosinre- 
ste von Peptiden gebiindenes ^ ' » I oder ^^^J, oder 'H oder '<C 
(beide wSbrend deren Synthase in die Peptide eingebaut) mit 
ein. Bindung der Markierungen an die Peptide kann nach dem 
Fachmann gut bekannten Verfahren erreicht werden. Die Markie- 
rung erfolgt vorzugsweise an Micht-Ankerpositionen. Die auf 
Bolche Weise gefundenen Korrelationen zwischen dem Auf treten 
von AutoiOTunnkrankheiten nnd der Expression von MHC-Molekulcn 
mit krankheitsspezifischen Peptidmotiven kSnnen diagnostisch 
verwertet werden. Beispiele von in vitro diagnostischen Ver- 
wendungen der erfindungsgemaBen Peptidsequenzen schlieflen, 
ohne sich darauf zu beschranken, Messung der Bindungsspezifi- 
tat von MHC-Molekfilen, Korrelierung der Bindungsspezif itat 
von MHC-Molekaien nit Krankheiten, und Bestiaroung der Sequenz 
von T-Zellepitopen unbekannten Drsprungs durch Inkubieren 
geeigneter Zellen, die die interessierenden MHC-Molekule 
exprijuieren mit HPLC-Fraktionen einer Peptid-Bank (Mischmig 
von Peptiden, die in das untersuchte Motiv passen) und Be- 
stimraung der durch die T-2elle erkannten Peptide, gefolgt von 
ohrtaaatographischem Vergleich des natfirlichen T-Zellepitops 
mit dem als T-Zellepitop erkannten synthetischen Peptid 
(Nature 34B: 252-254 (1990)) mit ein. 

Bin weiterer Gegenstand der Brfindung ist die Verwendung der 
erfindungsgemaBen Peptidmotive bei einen Verfahren zur Her- 
stellung eines Arzneimittels zur Therapie von Storungen des 
Immansystems oder von Tumorerkrankungen. Insbesondere kSnnen 
die erfindungsgemaBen Peptidmotive fiir die Intervention bei 
Autoimmunkrankheiten (Prophylaxe und Therapie) , beispielswei- 
se durch Bl<A;kierung bestimmter MHC-MolekUle sowie durch die 



PCT/EP92/01072 

WO 92721103 

- 8 - 

Indu3ctio» peptidspezifischer Nicht-ReaJctivitat Von T-2ellen, 
verwendet warden. Weiterhin ist eine Intervention bex Trans- 
plantatabstoBimgen und Graft-versus-Host-Reaktionen auf ana- 
Le WeiBe mSglich. Pcmer IcSnnen die erfindungsg«naBen Pep- 
tide fur die induktion oder die Verstarkung bzw. Vennehrung 
von gegen Tumorzellen gerichteten T-Zellen in vitro und xn 
vivo eingesetzt verden, insbeBondere fur die Vakzinierung 
gegen Tuxnorerkrankungen und ffir die Therapie bestehender^ 
Tuinorerkrankungeb, wobei insbesondere der sogenannte Graft- 
versu9-LeukS»ia-Effekt (SulUvan et al., N.Bngl. J.Med. 320: 
- 828-834) ausgenutzt verden kann. Die erfindungsgenaSen Pepti- 
de k5nnen ebenso dazu verwendet werden, T-Zellantworten gegen 
infektiose oder maligne Krankheiten zu verstHrken, xnden MBC- 
bindende Peptide, die spezifisch fiir das infektiSse Mittel 
Oder far Tuanore sind, in vivo eingesetzt werden. Alternatxv 
konnen T-Zellen aus Tieren gewonnen verden, ihre Anzahl xn 
vitro durch Verwendung von Peptiden und geeigneten Wachs- 
tumsbedingungen, einschlieBend Cytokine, vie z.B. 
2 interlenkin 4 oder Interlenkin 6 vermehrt und anschlieBend 

den Patienten zuriickgeftthrt werden. Die erf indungsgemaaen 
Peptide kSnnen weiterhin dazu verwendet werden, alle Tmnore, 
die durch T-»ellen angreifbare Antigene exprlmieren, exn- 
schlieBlich, ohne darauf zu beschranken, Melanome, Brust- 
krebs, Tumore viralen Ursprungs, wie z.B. Buxkittslyj.5.ho« und 
solche Tunore, die durch nenechlichen Papillomavirus wie 
zexvikales Karzinoia und andere anogenitale Ti^re zu behan- 
deln. peptide, die von T-Zellrezeptor-MoleWllen oder AntikSr- 
permolekaien abstainmen, konnen auch fttr die gezielte Manipu- 
lation iaaminregulatoriscber Mechaniamen eingesetzt werden, 
insbesondere fiir die BekSmpfung von Autoiamunkrankheiten und 
TransplantatabstoBungen, sowie Graft-versus-Host-Reaktionen. 
In vivo-Verwendungen der erf indungsgenaflen Proteine zur PrS- 
vention schlieBen ihre Verwendung, ohne darauf beschrSnkt zu 
sein, alB Peptidvakzine gegen infektidse oder jnaligne Krank- 
heiten und Verwendung def in dieser Brfindung gesanmielten 
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Information beziiglich geeigneter T-Zellepitope zu ihrem Ein- 
bau in all anderen Art en von Inpfstoffen inschlieSlich 
rekosibinante Impfstoffe (einschlieSlich Viruse vie Vaccinia 
Oder Bakterien wie Salmonella oder Mycobacteria) und Protei* 
ner die durch Verwendung von rekombinanten Bakterien (z»B. 
B.coli) Oder anderen Zellen, einscblieBlich Befe-, Insekten- 
Maus-* Oder menschlichen Zellen hergestellt vurden, mit ein. 

Die Dosierung oder Konzentrationen der erfindungsgemSBe Pep- 
tide konnen durch den Fachmann routinemaSig bestimmt werden. 
Diese konnen in vivo in einem Bereich von 10 pg bis 1 g er- 
wartet warden. In vitro-Konzentrationen k5nnen in 'einem Be- 
reich von 1 Femtomol bis 1 Micromol erwartet werden* Die 
Verabreichung in vivo schlieBt, ohne sich darauf zu beschran- 
ken, einen subkutanen, intramuskularen, intravenosen, intra- 
dermalen und oxalen Weg mit ein. 

Vorzugeweise ist bei der therapeutiecben Vervendung ein Pep- 
tide das einem erfindungsgemaBen Peptidmotiv entspricht, N- 
oder/und C- terminal mit lipophilen bzw. amphiphilen Gruppen, 
insbesondere lipophilen Peptid-Helices kovalent verknOpft. 
Bin Beispiel fiir eine derartige Gruppe ist Tripalmitoyl-S- 
glycerylcysteinyl-serylserin. 

Die Brfindung soil weiter durch die folgenden Beispiele in 
Verbindung mit Figur 1 veranschaulicht werden. 

Bs zeigen 

Fig. la ein BPLC-Profil von Material, das mit Anti-K^* -Anti- 

kSrpern aus P815 Lyssat abgetrennt wurde, 

Pig. lb einen vergr5Serten Ausschnitt des Chromatogramms 

aus la (Fraktionen 15 - 35), 

Fig. Ic eine Rechromatographie des in lb mit einem Pfeil 

gekennzeichneten Selbstpeptids. 



PCT/EP92/01072 

VVO92/21033 

- 10 - 



po^gpiel 1 



10 bis 20xl0» PSlS-Tumorzellen (H-2K- ) vurden pelletiert und 
30 Minuten nit 250 ml 0,5 % Monidet P40 in Phosphat-gcpuff er- 
ter Salzlosung (PBS) »it 0,1 lomol/l PhenyHBethylsulfonylflno- 
rid (PMSF) bei 4-C gerfhrt. Der Oberstand worde 5 Minuten bex 
250 g und 30 Minuten bei 150.000 g und zentrifugiert und 

dann durch eine adsorptionschroinatographische Anordnung ge- 
leitet. Die adsorptionschromatographische Anordnung bestand 
aus drei SSulen lait jeweils einem Bettvoluaen von etwa 1 ml. 
Das sauleninaterial bestand aus AntikSrper-geltoppelten bzw. 
Glyciii-gekoppelten KOgelchen, die aus Broacyan-aktivierter 
Sepharose 4B (Pharmacia LKB) gemaB dem Protokoll des Berstel- 
lers hergestellt wurden. Als Antikorper warden jeweils 5 mg 
von IP'-spezifischem Antilcorper 20-8-4S (IgG 2a, kappa; 25) 
Oder Db-spezifische Antikorper B22-249 (IgG 2a, kappa; 26) an 
1 ml der KUgelchen gekoppelt. Der fiberstand des Zellextrakts 
wjrde zunSchst durch eine SSule mit Glycin-gekoppelten Kdgel- 
chen, dann durch eine entsprechende SSule mit Anti-K- -Kiigel- 
chen und dann fiir eine ScheinprSzipitation Ober Anti-D^- 
Ktigelchen geleitet. 

Die KOgelchen wurden aus alien drei Saulen entfemt und mit 
0,1 % TrifluoressigsSure fOr 15 Minuten verwirbelt (7). Die 
CberstMnde wurdtai durch Vakuunzentrifngation getroclcnet und 
durch Reverse Phase HPLC unter Vcrwendung einer Superpac Pep 
S Saulo (C2/C18; 5 fm Teilchen, 4,0 x 250 mm, Pharmacia LKB) 
und einer Pharmacia LKBrApparatur abgetrennt (4). Blutions- 
mittel* Wsung A 0,1 % TrifluoressigsSure in HjO (v/v), 
Losung B 0,1 % Trifluoressigs&ure in Acetonitril. 
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Fiir die in Figur la und b gezeigt n chroinatographischen Tren 
nungen wurde der folgende Gradient verw ndet: 
0 bis 5 Minuten, 100 % A 

5 bis 40 Minuten linearer Anstieg auf 60 % B, 

40 bis 45 Minuten 60 % 

45 bis 50 Minuten Abnathme auf 0 % B, 

Flufirate: 1 ml/Minute, FraktionsgroOe: 1 al^ 

Die einzelnen FraJctionen wurden geseunmelt und durch Vakuum- 

zentrifugation getrocknet* 

Figur 1 zeigt die BPLC-Auf trennung von ianmunprSzipitierten 
und Trifluoressigsaure-behandelten K^'-MolekUlen^ Figur la 
zeigt ein HPLC-Profil von TFA-behandeltem Material, das aus 
P815-Lysat mit Anti-K<* (durchgehende Linie) ,bzw. mit Anti-D^ 
(gestrichelte Linie) prSzipitiert wurde. Zwischen den Frak- 
tionen 20 und 28 wird heterogenes Material in geringen Mengen 
eluiert, bei dem es sich uia die gesuchten allelspezifischen 
Peptidgemische handelt. 

Die Fraktionen 20 bis 28 wurden sowohl aus dem K^^-Ansatz als 
auch von dem Scheinprazipitat gesammelt. Beide Ansatze wurden 
unter Verwendung der Bdman-Abbaumethode autamatiscb sequen-* 
ziert (Edinan et al.^ Bur. J.Biochein. 1: 80-91 (1967)). Der 
Edman-Abbau wurde in einen^ Protein Sequencer 477A, ausgestat- 
tet mit einexn on-line PTB-AminosMure Analysator 12 OA (Applied 
Biosystems, Foster City, CA, 94404, USA) durchgefahrt* Glas- 
f aserf ilter wurden mit 1 mg JioPrene Plus beschichtet und 
nicht prSzyJclieiert. Die Seguenzierung wurde unter Verwendung 
der Standardprogramme BEGIN- 1 und NORMAL- 1 (Applied Biosy- 
stems) durchgefflhrt. Cystein wurde nicht roodifiziert und 
konnte deshalb auch nicht nachgewiesen werden. 

Das Edman-Verfahren beinhaltet eine seguenzielle Derivatisie- 
rung und Aminosaurenentfemung vom N-Terminus, von denen jede 
chromatographisch identif iziert wird. Da es ungewohnlich ist. 
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koinplexe Gemische von Peptiden zu seguenzieren/ werden die 
dlrekt aus dem Sequenziergerat gevonnenen Daten prasentiert* 
Tabelle la tmd b zelgen die Brgebntsse aus zwei Sequenzie- 
rangsversticheii fiir K^^eluierte Peptide. Tabelle Ic zeigt das 
Seguenzieningsergebnis einer Scheinelution mil: D^-spezifi* 
schen Antikorpern auf PB15-Lysaten. Die K*^-eluierten Peptide 
haben ein Idares J^minosaurexnuster fiir jede Positidn von 1 bis 
9, wahrend das scheinelnierte Material durchgehend ein 
gleichf ormiges Aminosaaremuster nit einer Abnahne der absolu- 
ten Henge jedes Rests bei jedem Zyklus zeigt » Bei den 
eluierten Peptiden wurden nur die Reste, die mehr als 50 % 
Anstieg in der absoluten Menge im Vergleich mit dem vorheri- 
gen oder dem vorvorherigen 2y)clus zeigten, als signifikant 
erachtet und unterstricben. Die erste Position ist schwierig 
zu beurteilen, da es keinen vorherigen Zyklus gibt und iiber- 
dies aJ.le im HPLC-PoqI vorhandenen freien Aminos auren an 
dieser Position nachgeviesen werden. Fiir die zweite Position 
ist der einzige Rest, dessen Eau£igkeit im Vergleicii zum 
vorherigen 2yklus kleir erhSht ist, Tyrosin (z.B» Tabelle la 
60,9 pmol auf 875,6 pmol) • Der einzige andere Rest, der einen 
(geringen) Anstieg zeigt, ist Phenylalanin, das eine zu Tyr 
a hn liche Seitenkette aufweist* Dies bestatigt die Annahme, 
die aus einem Vergleich des natUrlichen -restringierten 
Influenza-Bpitops (mit der Sequenz T7QRTRALV) mit anderen K^** 
restringierten Peptiden im Binblick auf den Tyrosin-Rest an 
Position 2 resultiert. Dagegen gibt es keinen definierten 
Aminosaurerest, der fOr die folgenden Positionen 3 bis 8 
charakteristisch ist» Bs verden bis zu 14 unterschiedliche 
Reste in den einzelnen Positionen gefunden* An Position 9 
werden lie und Leu gefunden* Bs gibt keinen Signalanstieg an 
Position 10, was darauf hindeutet, dafi die meisten X^-gebun- 
denen Selbstpeptide nicht linger als 9 Reste sind. Das natQr- 
liche K*^-re5tringierte Influenza-^Peptid ist somit ein 
Nonapeptid (4). Das Konsensussequenzmuster, das aus diesen 
Brgebxiissen hervorgeht, ist in Tabelle Ic gezeigt . Am meisten 
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auffallend sind Tyr an Position 2 und lie oder Leu an 9, 
wlhrend an alien anderen Positionen eine groSere Anzahl an 
Resten gefunden wird. Bin Vergleich dieses Motivs mit Peptid- 
sequenzen, die K** -restringierte Epitope enthalten, zeigt, daB 
die meisten gut zu dem -restringierten Konsensusmonomer- 
Motiv passen (Tabelle Id) • 

Der durch einen Pf eil in Praktion 29 von Figur lb inarkierte 
Peak und die korrespondierende Fraktion dcr Scheinprazipita- 
tion warden unter hSherer Aufldsung erneut chromatographiert, 
vobei das Fraktionsvolumen 0^5 ml betrug (Fig. Ic) . Der 
scharfe spezif ische Peak stellte ein Peptid mit der Aminosau- 
resequenz SYPPEITHI dar, das durch direkte Sequenzierung be- 
stimmt vurde* Die Identitat dieses nattir lichen Zellpept ids 
mit synthetischem SYFPBITHI-Peptid wurde durch Coelution auf 
HPLC bestatigt (Fig. Ic). Die Sequenz paBt zu dem Kohsensus- 
motiv aus dem Pool der Fraktionen 20 bis 28 {Fig. la,b)/ 
wodurch das Vorhandensein eines spezif ischen K*' -restringier^ 
ten Peptidmotivs (Tabelle Id) bestatigt wird» 
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Tabelle Id 

Das -restringierte Peptidmotiv 



Position 



Dominante Ankerreste 



6tark 



schwach 



1 


2 


3 


4 


5 


6 


7 


8 




y 


















N 


P 


If 


K 


T 








I 






F 


H 








L 












K 


F 


A 


A 


V 


H 


P 


H 


A 




H 


£ 


N 


I 


B 


£ 


R 




V 


S 


D 


M 


D 


K 


S 




H 


D 


I 


Y 


E 


V 


V 




S 


H 


L 


V 


Q 


V 


T 




F 


K 


S 


R 


S 


F 






E 




T 


L 




R 






Q 




G 












K 
















H 
















T 













9 
I 
L 



Bekannte E^tqpe^^ 

fPYORfRALV 

SYFPBITHI 

lYATVAGSL 

VYQILAIYA 

l YSTVASSL 

LYQNVGTYV 

RYLEUGKETL 

RYLKNGKETL 

K Y 0 A V T T T L 

SYIPSABKI 

SYVPSAEQI 



Idteratur- 
etelle 
4,29 



Pcoteinqaelle 
Influenza NP 147-154 
Se3h0tpqptxd P815 

BifLoenza JAP BA 523«-549 30,31 

Influenza OAP BA 523-^549 30,31 

Influenza PR8 BA 518-528 32 

Influenza JAP BA 202-221 30,31 

BEA-A24 170-18233 - 33 

BIA-CW3 170-186 . 34 

P815 TusoD-Antigen 35 
PlasaKxlium bergM^ CSP 249--260 36 

PlBsncdim yoeli CSP 276-288 37 * 
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* Peptide, von denen bekannt ist, daB sie -restringierte T- 
Zellepitope enthalten, warden geniaB ihrer Tyr-Reste in 6ber- 
elnsUjmnung gebracht. Peptide^ von denen beJcannt Let, daB sie 
natarlich prozessiert sind, sind unterstrichen * 

Beispiel 2 

Blution von Peptiden aus K'^- und -MoleJcBlen 
Detergenz-Lysate aus EL4*Tai&orzellen (H-2*> ) wurden mit Kb- 
spezifischen und D** -spezifischen Antikorpern, vie in Beispiel 
1 beschriebenf iinnuinprazipitiert. Als D'' -Antikorper vurde 
B22-*249 (siefae Beispiel 1) und als K** -Antikorper wurde K9-178 
(IgG 2a, 27) verwendet. Die von MHC-Molekiilen dissoziier- 
ten Peptide wurden durch Reverse Phase HPLC aufgetrennt. 
Sowohl K^- als auch -Material wurde mit Profilen eluiert, 
die in etwa dem K'' -Material aus Beispiel 1 entsprachen/ wobei 
jedoch in dem heterogenen Material, das zwischen Fraktionen 
20 und 28 eluierte, gewisse Unterschiede auftraten. 

-restringiertes Peptidmotiv 
Die vereinigten Fraktionen 20 bis 28 aus dem D^-Ansatz wurden 
sequenziert (Tabelle 2a, b) • Die Positionen 2 bis 4 enthielten 
mehrere Reste» Dagegen gab Zyklus 5 ein starkes Signal fttr 
Asn. Der vorherrschende Rest an Position 5 der D^-eluierten 
Selbstpeptide ist somit Asn» Das schvache Signal fOr Asp wird 
durch Hydrolyse von Asn zu Asp unter den Sequenzierungsbedin- 
gungen verursacht. Die Positionen 6 bis 8 enthielten 5 bis 14 
unterschiedliche nachweisbare Reste. Position 9 enthielt ein 
starkes Signal fiir Met, ein mittleres fiir lie und ein schwa- 
ches fOr Leu (alle hydrophob). (Die Bedeutung von Met oder 
lie in einem D^-restringierten Bpitop wurde bereits berich- 
tet, siehe 17). An Position 10 war kein Signal, was detrauf 
hindeutet, daB D^ -prSsentierte Selbstpeptide Nonapeptide 
sind. Das durch diese Brgebnisse ermittelte Konsensusmotiv 
ist in Tabelle 2c gezeigt. Bin Vergleich dieses Motivs mit 
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dem natar lichen D^-r stringierten Peptid und mit andcren 
Peptideu/ die -restringierte Epitope enthalten, zeigt, daB 
Asn an Position 5 ein unverSnderllcher Ankerrest des D*>-re- 
stringierten Peptidmotivs sein kann. Die anderen Rests der 
D** -restringierten Epitope unterecheiden sich erheblich, mit 
Ausnahme von Position 9 (mit Met, lie oder Leu), die wie etine 
zweite Ankerposition aussieht. 
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Tabell 2c 

Das -restringierte Peptidmotiv 



Position 



Dominante Ankerreste 



Etark 



schwach 



1 


2 


3 


4 


5 


6 


7 


8 


9 






- 




N 








M 




H 


I 


K 




I# 






I 






L 


B 




F 




- 








P 


Q 
















V 


V 












A 


A 


6 


D 




A 


D 


F 


L 


N 


Q 




T 




y 


E 


H 




I 


D 








T 


Q 


K 




F 










V 


V 


S 




P 










H 


T 


y 




S 










E 


Y 






T 




* 






Q 








V 










H 


















I 


















K 


















P 


















S 









Bekaimte Epitope 



A SMBW MBTM 
S6PSHTPPBI 

S6VBNP6 6YCL 

S A I N N Y . * 



Xtobeingaelle 
Influenza MP 366-374 154 
Adenovirus ElA 
I^n^tooyten QxxdLcDEningitis 
Vims GP 272-293 
Simian Virus 40 T 193-211 



4,2 
38 

39 
40 
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K'> -restringiertes Peptidmotiv 

Die vereinigteu Fraktionen 20 bis 28 aus dem K«>-Ansat2 wurden 
sequenziert (TabeUe 3a,b). Position 3 enthielt ein starkes 
Signal fSr Tyr und ein Bchwaches fur Fro. Position 4 xeigte 
schwache Signale fOr 5 Reste. Starke Signale fiir Phe und fiir. 
Tyr iDachen diese beiden Reste an Position 5 vorherrschend. 
Die nSchsten beiden Positionen enthielten 5 bzw. 3 Signale. 
Position 8 zeigte ein starkes Signal fiir Leu, ein ndttleres 
fiir Met und schwSchere fiir He und Val. Position 9 zeigte 
keinen Anstieg fiir irgendeinen Rest, was ipit der Lange des 
bekannten Kb -restringierten natflrUcbeh Peptids, das exn 
Octan^r ist (5), fibereinstimmt . Bine Analyse des K^^-restrin- 
gierten Konsensu^notivs und Vergleich mit Epitopen zeigt zwex 
Aukerpositionen: Tyr oder Phe (beide »it ahnlichen aroB^ti- 
schen Seitenketten) an Position 5 und Leu, Met, He oder Val 
(alle fflit ahnUchen hydrophoben Seitenketten) an Position 8. 
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Tabelle 3c 

Das Kb-restringierte Peptidmotiv 



Dominante Ankerreste 



1 2 



Position 
3 4 5 6 

F 

y 



7 8 
L 



stark 



schwach 



R N 

I 

L 

5 

A 



R 
D 
E 
K 
T 



I 
E 
S 



Q 
K 



H 

I 
V 



Bekannte Epitope 



S I I W ? B K L 
APGHYPAI. 



Proteingoelle 
Vesicalar Stxnatitis Virus 

NP 52-59 

Ovalbumin 258-276 
Sendai Virus NP 321-332 



literator 
stelle 

5 

41 
42 



HIA-A2.1-restringierte5 Peptidiaotiv 

Bin Detergenz-Lysat von. menschUchen JT-Eellen lait dem HIA- 
A2.1-MHC-Molelcai (45) worde mit A2-spMifi8chen Antikorpem 
(BB7.2. IgG2b, Literaturstelle 28) iBnaunprSzipitiert- Die von 
A2.Mole)cttlen dissoziierten Peptide warden durch HPLC aufge- 
trennt. Bs wurden die PraJctionen 20 bis 28 vereinigt und wxe 
zuvor beschrieben segoenziert (Tabelle 4). Die zweite Posi. 
tion enthielt ein starkes Signal f fir Leu nnd ein mittleres 
fur Met, An den Position n 3 bis 5 wurden jew ils 6 bxs 8 
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Reste gefunden. Position 6 erithielt Val, Leu^ He und Thr. 
Die folgenden zwei Positionen zeigten jeweils 3 Signale- 
Position 9 zeigte ein starkes Val- und ein schwaches Leu- 
Signal. Position 10 zeigte keinen Anstieg fttr einen Rest, was 
darauf hinweist, daB A2-2restringierte Epitope Nonapeptide 
sind* Leu oder Met an Position 2 und Val oder Leu an Position 
9 Bcheinen die Ankerreste zu sein. Einige von bekannten Pep- 
tiden mit A2-restringierten Bpitopen kdnnen mit dem Motiv in 
tibereinstimmung gebracht werden, wahrend dies bei anderen nur 
teilweise moglich ist (Tabelle 4c), Die Existenz von mehreren 
Variantea von A2-Molekai€in kann diese schlechte tibereinstijn- 
mung einiger Peptide ©it dem Motiv verursacben. 
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Tabell 4c 

Das HIA-A2.1-restrlnglert6 Peptldmotlv (HIA-A*0201) 



Position 



Dominante Ankerreste 



stark 



Bchvach 



1 


•> 


J 


A 




£ 
D 


7 


Q 




L 
















M 




B 




V 




K 








K 










I 




A 


G 


I 


I 


A 


E 


L 




y 


P 


K 


L 


y 


S 


F 




F 


D 


y 


T . 


B 




K 




P 


T 


K 








H 




M 




G 








Y 




S 




F 








V 




R 




V 


B 







Bekannte Epitope 



ILKBPVHGV 

GILGFVFXI* 
ILGFVFTLT 
FLQSRPBPT 

A M Q H L X £ • • 
PIAPGQMRE 

QMKDCTERQ 



Proteingaelle 
HIV Reverse Oltanskriptase 
461-485 

fpfiiw^-Mi i^^ru^acotein 57«»68 
Tnf1ln**nyj* Hatrbcpcokein 57<*68 
HIV Gag Protein 446*460 
H2V Gag Protein 193-203 
BXV Gag Protein 219-233 
HIV Gag Protein 418-443 



Xiiteratur- 
stelle 

43 
44 
44 
46 
46 
46 
46 
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Tabelle 15 

Das HIA-A*0205-restringierte Peptidmotiv 

Position 

1 2 3 4 5 6 
a) A*0205 1 2 3 * 

Dominante AnJcerreste 



Andere 



V 


Y 


6 


V 


I 


L 


P 


B 


y 


V 


I 


F 


D 


L 


T 


Q 


I 


* 

K 


I 

* 


L 


M 




N 




A 
R 



8 9 



Q K 



Tabelle 6 

Das B-2Kk -restringierte Peptidmotiv 



Dominante Ankerreste 



Position 
1 2 3 4 5 6 

B 



7 8 
I 



Stark 



K 
M 

y 

H 



Schvach 



V 
F 



Q 
I 
L 
F 
P 
H 
T 



A 
G 
P 
T 
V 
F 
S 



N 
K 
H 
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Tab lie 7 

Das H-2Kk • ' -restringierte Pepftidmotiv 



DoxniDante Ankerreste 



Posxtion 
12345678 

I 



Stark 



£ K 



Scbwach 



Q 
G 

P 



N 

Q 

G 
M 
P 

y 



p A 

R 
K 



R 
Y 
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P a -t e n t a n s p r ti c h . 

1 verfahren zur Bestiimmng von allelspezlfiscben Peptidmo- 
tiven auf Molekillen des Major BistocoarpatibUity Complex 
(MHG) der Klassen I oder II r 

dadurch gekennzeichnet, 
daB i&an 

(a) durch ZellanfscblnB von JeUen. die MHC-MoleJcule 
enthalten, einen Zellextrakt erzeugt, 

(b) MHC-Mole)dlle lait den darauf befindlichen Peptidmi- 
schnngen durch UnmanprSzipitation aus dem 
Zellextralct abtrennt, 

(c) die peptidmischungen von MHC-MolekQlen und 
sonstigen Proteinbestandteil^n abtrennt, 

(d) einzelne Peptide oder/und ein Gemisch davon 

segnenziert/ and 

(e) aus den erhaltenen Infonnationen, insbesondere aus 
der Seguenzierung eines Gemisches, oder aus der 
Sequenzierung einer Reibe von Einzelpeptiden, das 
allelspezifische Peptidnotiv ableitet. 

2» Verfahren nach Anspmch 1/ . 

dadurch gekennzeichnet, 

daB nan Peptidmotive auf MHC-Moleldilen der Klassc I 
bes'tinmi: . 

3. Verfahren nach Anspruch 2, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB man Peptidmotive auf H-2K--, H-K'*-, H-2D«»-, B-2¥* , 
H-2K«', Oder eiA-A*0201 oder A*0205-Moleknlen bestijnmt. 

4. Verfahren nach eineni der vorhergehenden Ansprucbe, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB man fiir die limnnprazipitation Antikorper verwendet, 
die fttr MHC-Molekaie spezifisch sind. 
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5» Verfahren nach Ansprnch 4^ 

dadurch gekennzeichnet^ 
daB man Festphasen-gebundene AntikSrper verwendet. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB die Abtrennung der Peptidmischungen von MHC- 
Holek51en und sonstigen Proteinbestandteilen 

chroma tographisch erfolgt» 

7. Verfahren nach Ansproch 

dadurch gekennze i.c h n e t ^ 

daS die Abtrennung liber Reverse Phase-HPLC erfolgt. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB die Abtrennung in einem Trifluoressigeaure/H2 0-Tri- 
fluoressigsSure/Acetonitril-Gradienten erfolgt. 

9. Peptidmotiv^ erhSltlich durch ein Verfahren nach einem 
der Ansprtiche 1 bis 8* 

10. Verwendung eines Peptidmotivs nach Anspruch 9 bei einem 
Verfahren zur Hcrstellung eines diagnostischen oder 
therapeutlschen Mittels. 

11. Verwendung nach Anspruch 10 fttr den diagnostischen Kach- 
weis von HBC-HolekSlen • 

12 • Verwendung nach Anspruch 11 r 

dadurch gekennzeichnet^ 
daB -man ein Peptid, das einem Peptidmotiv entspricht, 
mit einer Markierungsgrupper insbesondere einer Biotin- 
oder einer Fluor eszenzgxnxppe koppelt. 
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13. Verwendung nach Anspruch U fiir die Therapie von StoruB- 
gen des Htnnanaysteiiis oder von Timorerkrantamgen. 

14. verwendong nach Anspmch 13 far die Therapie yon Autoiin- 
^Mikrankheiten, TransplantatabstoBongen oder/und Graft- 
versus-Host-Reaktioncn. 

15. Verwendung nach Anspruch 10 oder 14, 
dadurch g e Ic e n n z e i c h n e t , 
daB ein Peptid, das einem Peptidmotiv entspricht, N- 
oder/nnd C-temdnal mit lipophUen bzw. amphipbilen 
Gruppen, insbesondere auch lipophUen Peptid Helices 
kovalent verkfipft wird. 

16. Verwendung nach Anspruch 15, 

dadurch g e k e n n 2 e i c h n e t , 

daB die lipophile bzw. aaphiphile Gruppe Tripalmitoyl-S- 
glycerylcysteinyl-scrylserin ist. 
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